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 4 
Einleitung 
 
Hypospadien zählen mit einer Prävalenz von 0.3-0.8% zu den häufigsten kongenitalen 
Fehlbildungen bei  Knaben und betreffen etwa 200 von 100.000 Neugeborenen (Bergmann, 
2015). Der größte Anteil davon tritt nicht im Rahmen von Fehlbildungssyndromen auf: Die 
zugrundeliegenden genetischen Ursachen sind heterogen und die vielen bereits 
identifizierten möglicherweise ursächlichen genetischen Mutationen von stark variabler 
Penetranz (Marrocco, 2015). Vor einem genetischen Hintergrund spielen in der Ätiologie von 
Hypospadien auch Umweltfaktoren, insbesondere sogenannte endokrine Disruptoren, eine 
entscheidende Rolle bei der Ausprägung dieser Fehlbildung; höchstwahrscheinlich im Sinne 
eines epigenetischen Einflusses (Kalfa, 2011; Marrocco, 2015; Carmichael, 2012). 
In einer frühen Phase der Embryonalentwicklung des Penis, ab der 7. Gestationswoche (GW), 
sind in erster Linie vom endokrinologischen System unabhängige Mechanismen wesentlich: 
hier spielen die Gene WT1, SF1, die Homeobox Gene, insbesondere HOXA13, SHH sowie die 
Fibroblasten-Wachstumsfaktoren (FGF) 8, 10 und deren Rezeptor FGFR2 eine Rolle. In der 
späteren Embryonalentwicklung bis zur 21. GW konnte ein Einfluss von Androgen- (AR) und 
Östrogenrezeptor (ER) Mutationen bestätigt werden (Li, 2006; Beleza Meireles, 2007; 
Pechriggl, 2013).  
 
Während primär das Gewebe an der Ventralseite des Penis betroffen zu sein scheint, ist – 
makroskopisch – auch  das Präputium bei Hypospadiepatienten im Sinne einer schlaffen, 
gefältelten dorsalen „Vorhautschürze“ verändert.  
In mehreren tierexperimentellen Arbeiten wurde gezeigt, dass die in der frühen Phase der 
Embryologie des Penis maßgeblichen Mutationen auch die vom Ektoderm abstammenden 
Gewebe – und damit die gesamte Haut des Penis – beeinflussen (Harada, 2015; Gredler, 
2015). Überdies zeigte sich in diesen Studien eine direkte Abhängigkeit der Entwicklung der 
Urehtra von einem intakten ektodermalen Oberflächenepithel, was auch experimentell 
mittels gewebespezifischen knock-out Modellen nachgewiesen wurde (Gredler, 2015).  
 
Die Komplikations- und Reoperationsrate in der Hypospadiechirurgie, ist – stark abhängig 
vom Schweregrad der Ausprägung der Hypospadie – nach wie vor hoch: in bis zu 21-52% der 
Fälle sind ungeplante Sekundäreingriffe notwendig (Spinoit, 2013; Spinoit, 2015). Dies 
basiert einerseits auf den komplexen mikrochirurgischen Techniken zur Rekonstruktion der 
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Urethra in Kombination mit schwierigen anatomischen Ausgangsbedingungen und damit 
verbundenen Problemen der Perfusion und Wundheilung. Es gibt allerdings auch Hinweise 
darauf, dass die Wundheilung auf Basis der zugrundeliegenden Fehlbildung gestört sein 
könnte wie sich beispielsweise in einem kürzlich publizierten Rattenmodell mit Flutamid 
induzierten Hypospadien zeigte (Zhou, 2018).  
 
Damit erscheint es von größtem Interesse sowie klinischer Relevanz  die ursächlichen 
Faktoren der Hypospadie in Hinblick auf die penile Haut zu untersuchen.  
Mit den drei in diesem Habilitationsprojekt zusammengefassten Laborforschungsprojekten 
werden neue Erkenntnisse im Bereich der Grundlagenforschung zur Hypospadie erschlossen. 
Das bessere Verständnis der Auswirkungen von Genetik und Embryologie auf die Anatomie 
und Funktion der Haut, insbesondere in Hinblick auf Wundheilung, Immunologie und 
Endokrinologie, stellt eine wesentliche Grundlage zur Weiterentwicklung klinischer 
Forschung (z.B. Ersatz von fehlenden Gewebemediatoren, perioperative Behandlung mit 
Hormonpräparaten) und zur verbesserten chirurgischen  Therapie  dieser Kinder dar. 
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Forschungsleitende Fragen und Hypothesen 
 
FGF spielen in der frühen Phase der penilen Embryologie eine entscheidende Rolle. Für das 
Wachstum des Genitaltuberkels ist – wie in Tiermodellen demonstriert wurde - eine 
mesenchymale Aktivierung dieses Signalweges grundlegend; in einer späteren Phase der 
Embryogenese des Penis ist eine ektodermale FGF Aktivierung Voraussetzung für die 
Entwicklung der Urethra aber insbesondere auch für die des Präputiums und der penilen 
Haut (Gredler, 2015; Harada, 2015). In der Studie über die Expression von FGF im Präputium 
wurde die Hypothese überprüft, dass infolge der Rolle von FGF in der Embryopathogenese 
der Hypospadie eine qualitativ oder quantitativ veränderte FGF Expression vorliegen könnte. 
In der frühen Embryonalperiode, die für die Ausprägung von Hypospadien entscheidend ist, 
entwickelt sich auch das kutane Immunsystem (Schuster, 2014; Tripp, 2004). Vorläufer der 
Langerhans Zellen, der späteren epidermalen dendritischen Zellen, wandern in dieser 
Entwicklungsphase in die Epidermis ein. Im späteren Leben spielen diese Langerhans Zellen 
eine entscheidende Rolle für die kutane Immunologie, auch in Hinblick auf HIV und HPV 
(Steinman, 2007;  Ganor, 2011; DaSilva, 2015). Aus diesem Grund wurde bei Knaben mit 
Hypospadie erstmalig die genaue Verteilung, Frequenz und Morphologie der Langerhans 
Zellen untersucht. Die Hypothese war, dass aufgrund der Ontogenese dieser Fehlbildung 
eine alterierte Einwanderung von Langerhans Zell-Vorläufern zu einer veränderten Frequenz 
und Morphologie der Langerhans Zellen führen würde. 
Die Expression des AR (Androgenrezeptor) wird mit der Genese von Hypospadien in 
Zusammenhang gebracht. Die Tunica dartos der penilen Haut ist bei Buben mit Hypospadien 
different entwickelt, die Struktur der glatten Muskelfasern erscheint ungeordnet 
(„chaotisch“) und im Vergleich zu Normalkontrollen, deutlich alteriert (Spinoit, 2015; 
Atmoko, 2018). Während es zur Expression des AR in der Epidermis einige Studien  mit teils 
widersprüchlichen Ergebnissen gibt, wurde die AR Expression in den glatten Muskelzellen 
der Tunica dartos noch nicht untersucht (Qiao, 2012; Pichler, 2013). In dieser Studie prüften 
wir die Hypothese, dass die Expression des AR in glatten Muskelzellen der Tunica dartos und 
im Epithel der Vorhaut bei Patienten mit Hypospadien oder anderen Penisfehlbildungen 
quantitativ verändert wäre. Aufgrund der großen Zahl an verfügbaren Proben wurden auch 
das Alter bei der Korrekturoperation, weitere Fehlbildungen wie ein zusätzlich bestehender 
Kryptorchismus sowie das Geburtsgewicht als Einflussfaktoren miteinbezogen. 
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Wissenschaftliche Arbeiten 
Die Expression von FGF8/10 und FGF Rezeptor 2 in der Vorhaut von Knaben mit 
Hypospadien (Haid et al., J Ped Urol 2019) 
 
Die Fibroblasten-Wachstumsfaktoren FGF8, FGF10 und deren Rezeptor, FGFR2 sind 
wesentlich für die embryonale Entwicklung des männlichen äußeren Genitale: FGFR2 scheint 
ein Bindeglied zwischen hormoneller und genetischer Steuerung der Phallusentwicklung zu 
sein (Gredler, 2015; Petiot, 2005). Unter der Kontrolle von mesenchymalem SHH (Sonic 
Hegdehog) sind sie sowohl an der Verschmelzung der Urethralfalten (FGF10 / FGFR2) als 
auch an der Bildung des Genitaltuberkels (FGF8) beteiligt (Haraguchi, 2000; Gredler, 2015). 
Dabei hängt ihre Expression mit der Expression des HOXd13-proteins zusammen, das im 
Rahmen der Entwicklung des Genitaltuberkels im Epithel der Urethra exprimiert wird. Aus 
Tiermodellen existieren Daten, die eine grundlegende Funktion von FGFR2 im Rahmen der 
Geschlechtsdifferenzierung untermauern: Gemeinsam mit seinem Liganden FGF9 ist FGFR2 – 
abhängig von AMH (Anti-Müller Hormon) – entscheidend für die Entwicklung von 
männlichen Keimdrüsen und in weiterer Folge Testes bzw. für die Unterdrückung der 
Entwicklung eines weiblichen inneren Genitale (Bagheri-Fam, 2017).  
Nur durch die konzertierte Aktion auf beiden Ebenen – mesenchymal und epithelial ist eine 
„normale“ Penisentwicklung möglich. Aufgrund der wechselseitigen Expression 
verschiedener Proteine im Mesenchym und im Epithel der zukünftigen Urethra spricht man 
von einer mesenchymal-epithelialen Interaktion. 
In einem Nebenprojekt dieser Studie konnten wir eine Serie von 25 humanen Feten, je 5 für 
die 8.-12. GW untersuchen (Nägele, 2017).  In Schnitten durch den urogenitalen Sinus 
konnte die Expression von FGF2, FGF8, FGF10 und FGF2R im Epithel und im Stroma – dem 
mesenchymalen Gewebe des Genitaltuberkels – eindeutig gezeigt werden.  
 
Dies könnte, auch in Hinblick auf die dazu bereits existente Literatur, die entscheidende 
Rolle von FGFR2 als mögliches Bindeglied zwischen hormonellen und genetischen Faktoren 
in der Embryogenese der Urethra weiter untermauern (Petiot, 2005; Gredler, 2015).  
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Expression von FGF in Epithel und Stroma des Urogenitalsinus humaner Feten in der 8.-12. 
Gestationswoche (Nägele, 2017) 
 
Im Mausmodell konnte nachgewiesen werden, dass die vom FGF Signalweg abhängigen 
mesenchymalen Vorgänge sich auch auf die Differenzierung peniler Gewebe ektodermalen 
Ursprunges – in erster Linie der Haut, möglicherweise auch der glandulären Urethra – 
kritisch auswirken (Gredler, 2015; Harada, 2015):  
FGFR2 wird während der Embryonalentwicklung sowohl im entodermalen Epithel der 
zukünftigen Urethra als auch im Oberflächenepithel des Genitaltuberkels exprimiert. In 
einem gewebespezifischen knock-out Modell für FGFR2 konnte gezeigt werden, dass ein 
Verlust entodermalen FGFR2s zur Ausprägung von milden Formen einer Hypospadie führt, 
während ein Verlust des ektodermalen FGFR2 schwerste Hypospadien zur Folge hat 
(Gredler, 2015). Dies beweist einerseits die Abhängigkeit der Entwicklung der (proximalen) 
Urethra von der Entwicklung des Oberflächenepithels – im Sinne einer epithelial-
entodermal-mesenchymalen Interaktion. Andererseits liegt infolge dessen eine 
„Mitbeteiligung“ der penilen Haut im Rahmen von Hypospadien nahe.  
Der FGF Signalweg – in einem weiteren murinen Modell dargestellt anhand der beiden 
wesentlichen FGF Rezeptoren FGFR1 und FGFR2 – muss in einer definierten zeitlichen 
Abfolge sowohl im Mesenchym und im entodermalen Urehtralepithel als auch im 
ektodermalen Epithel exprimiert werden, damit ein Wachstum des Genitaltuberkels und in 
weiterer Folge eine physiologische Entwicklung der Urethra möglich wird. Insbesondere eine 
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ektodermale Expression von FGF Molekülen und in Zusammenhang damit die Aktivierung 
des Wnt7a-Signalweges scheint für den ventralen Verschluss der Urethra essentiell zu sein 
(Harada, 2015).  
Dementsprechend konnte auch in humanen Studien eine Assoziation zwischen Mutationen 
in FGF8, FGF10 und FGFR2 sowie in Genen abhängiger Signalwege (SHH, BMP7, BMP4, GLI) 
und dem Auftreten von Hypospadien gefunden werden: Betroffene Familien weisen ein drei 
bis  vierfach erhöhtes Risiko für Hypospadien auf (Carmichael, 2013; Beleza-Meireles, 2007). 
In Tiermodellen mit Flutamid induzierten Hypospadien, und damit einem 
Induktionsmechanismus mit AR-mediierter Auswirkung auf die embryologische Rolle von 
FGF, zeigte sich eine retardierte Wundheilung (Zhou, 2018). Die Rolle des FGF Signalweges 
im Rahmen der Wundheilung wurde im Tiermodell klar nachgewiesen (Maddaluno, 2017; 
Meyer, 2012; Richardson, 2016; Oladipupo, 2014). Im Rahmen von Verbrennungen kommt 
FGF10 bereits in klinischen Studien erfolgreich zur Anwendung (Plichta, 2012). 
 
Die Auswirkungen dieser genetischen Veränderungen auf die Kutis wurden jedoch bisher 
noch nicht untersucht.  Gerade aufgrund der hohen Inzidenz der Hypospadie und der noch 
vielen unbeantworteten Fragen – auch in Hinblick auf die Komplikationsrate und ein 
adäquates Klassifikationssystem, das sowohl mit der Embryopathogenese als auch mit der zu 
erwartenden Komplikationsrate korreliert – erscheinen diese Überlegungen wesentlich. 
 
Für diese Studie wurden bei vorliegender, schriftlicher Einwilligung der Eltern während den 
Hypospadieoperationen Hautproben vom ventralen Anteil der Vorhaut entnommen. Für die 
Untersuchung der FGF Expression erfolgte eine automatisierte immunhistochemische 
Färbung (Roche®Ventana)  von kurz (24 bis maximal 48h) in 4%iger Paraformaldehydlösung 
fixierten 5µm Schnitten aus Vollhaut mittels FGF8, FGF10 und FGFR2 Antikörpern. In 
analoger immunhistochemischer Technik wurden die fetalen Präparate im Rahmen eines 
Nebenprojektes untersucht (Nägele, 2017). Die Auswertung erfolgte durch zwei bezüglich 
der Diagnose (distale oder proximale Hypospadie, Kontrolle) verblindete Untersucher 
anhand von zuvor festgelegten Patterns und Berechnung einer Interobservervarianz. Für die 
quantitative Analyse der Expression der mRNA wurde zunächst cDNA aus homogenisierten 
Vollhautproben präpariert. Mittels rtPCR wurde diese revers transkribiert, die Analyse 
erfolgte mittels eines SeniFAST SYBR® Systems. 
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In unserer Arbeit konnten wir zeigen, dass bei Knaben mit Hypospadien – ohne eine 
eindeutige Abhängigkeit von der  Meatuslokalisation – FGF8, FGF10 und FGFR2 im Vergleich 
zu Patienten ohne Hypospadie ein deutlich alteriertes Expressionsmuster aufweisen: 
Während sich die FGF Expression in Kontrollen im Wesentlichen auf die basalen 
Epithelschichten konzentrierte, fanden wir bei Hypospadiepatienten eine diffuse, teils 
panepitheliale Expression aller drei untersuchten FGF. Auch in der Dermis bzw. im Stroma 
der Haut war die Expression bei Hypospadiepatienten signifikant unterschiedlich im 
Vergleich zu Kontrollen. 
Expression von FGFR2, FGF8 und FGF10 im Stroma und im Epithel von Vorhautproben von 
Knaben ohne Penisfehlbildung und von Knaben mit Hypospadien. Während bei Knaben ohne 
Penisfehlbildung nur vereinzelt positive stromale Zellen und im Epithel eine vorwiegend 
basale Färbung nachweisbar ist, zeigen sich vor allem bei Knaben mit Hypospadie teils dichte 
stromale Zellinfiltrate und eine panepitheliale Färbung. 
In einer zusätzlichen Analyse der mRNA derselben Patienten zeigte sich jedoch kein 
Unterschied bezüglich der Transkription der FGF8, 10 und FGF2R Gene – wie es aufgrund des 
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immunhistochemischen Bildes hätte angenommen werden können. 
Unsere Erkenntnisse unterstützen die Hypothese einer Mitbeteiligung von Geweben 
ektodermaler Herkunft – insbesondere des Präputiums – bei der Hypospadie. Wir konnten - 
erstmals in humanen Problem – einen qualitativen Unterschied der Expression eines in der 
Embryonalentwicklung wesentlichen Markers in der Haut zeigen. Dies könnte klinisch in 
Hinblick auf relevante Funktionen der FGF im Rahmen der postoperativen Wundheilung 
Relevanz besitzen – zur Klärung dieser sind weitere Studien notwendig. Der fehlende 
Nachweis eines Unterschieds in der Transkription der FGF Gene deutet auf eine 
Abhängigkeit der intraepithelialen FGF Expression von anderen Faktoren – möglicherweise 
von AR – hin.  
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Langerhans Zellen in der Vorhaut von Knaben mit Hypospadien (Haid et al., BMJ 
Urol 2019) 
 
Langerhans Zellen bilden ein dichtes Netzwerk in Epithelien der Körperoberfläche und aller 
Körperöffnungen. Sie erfüllen dabei die Funktion von immunologischen Wächtern, deren 
Aufgabe die Internalisierung von Antigenen und deren Transport zu lokoregionären 
Lymphknoten ist. Dort wird eine Immunantwort – je nach Antigen im Sinne einer Induktion 
von Immunität oder Toleranz – ausgelöst (Steinman, 2007). Das Kennzeichen der Langerhans 
Zellen im Vergleich zu anderen Subtypen dendritischer Zellen ist die Expression von Langerin 
(CD207), eines C-Typ-Lektin Rezeptors, welcher auch für die Bildung der typischen Birbeck 
Granula verantwortlich ist. Langerin bindet unter anderem HIV-1 und stellt – isoliert 
betrachtet – eine Barriere gegenüber einer HIV Infektion dar, wohingegen DC-SIGN, ein 
weiterer von Langerhans Zellen exprimierter Oberflächenrezeptor die HIV Infektion 
begünstigt (de Witte, 2007; van den Berg, 2012). Die Rolle der Langerhans Zellen bei der HIV 
Übertragung ist somit komplex – definitiv spielen sie eine wesentliche Rolle (Ganor, 2011). 
Auch bei der Infektion mit HPV sind Langerhans Zellen involviert: nur durch die gezielte 
Unterdrückung ihrer Funktion ist eine effektive HPV Infektion möglich (Fausch, 2002). Auch 
in Zusammenhang mit der HPV induzierten Karzinogenese spielen Langerhans Zellen eine 
Rolle: in Cervixkarzinom-Vorläuferläsionen können sie aktiviert werden und eine effektive 
Immunantwort auslösen (Da Silva, 2015). 
 
Wie in der vorangegangenen Arbeit gezeigt und aus tierexperimentellen Daten bekannt, ist 
auch die Vorhaut als Gewebe ektodermaler Abstammung in die Fehlbildung bei einer 
Hypospadie miteinbezogen (Haid, 2019; Gredler, 2015; Harada, 2015).  
Die Besiedelung der Epidermis mit Langerhans Zell-Vorläufern in der 9.-14. GW, koinzidiert 
mit der Embryopathogenese von Hypospadien. Dies wurde auch in humanen 
Untersuchungen gezeigt (Schuster, 2009; Schuster, 2014). Die Expression von Langerin 
konnte – im Mausmodell – erst perinatal nachgewiesen werden (Tripp, 2004). Somit könnte 
in der Haut von Patienten mit Hypospadien die Mikroanatomie der Langerhans Zellen 
verändert sein, dazu gab es vor unserer Untersuchung keine Daten. 
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Auch für diese Studie wurden bei vorliegender, schriftlicher Einwilligung der Eltern während 
den Hypospadieoperationen Hautproben vom ventralen Anteil der Vorhaut entnommen. Zur 
Untersuchung der Langerhans Zellen kamen neben konventioneller Immunhistochemie wie 
oben beschrieben mit Verwendung von anti-CD207( Langerin) Antikörpern eine spezielle 
Technik zur Präparation von sogenannten „sheets“  zur getrennten Untersuchung von 
Epidermis und Dermis zum Einsatz. Die Methode der sheet-Präparation ist gut etabliert, in 
einem vorangegangenen Projekt (Haid, 2007; Dissertationsarbeit an der Medizinischen 
Universität Innsbruck) wurde diese Methode in einem Mausmodell angewandt. Dazu wurde 
in weiterer Folge eine methodologische Grundlagenarbeit im Sinne einer exakten 
Beschreibung des Laborprotokolls publiziert (Ober-Blöbaum, 2017). Die ursprüngliche 
Beschreibung geht auf Kitano zurück (Kitano, 1983). Für die vorliegende Arbeit wurde das 
Protokoll auf die Anwendung an humaner Vorhaut optimiert. 
 
Die epidermalen und dermalen sheets wurden mittels Antikörpern gegen CD207 (Langerin) 
und HLA-DR sowie mittels rot (Alexa 596) bzw. grün (Alexa 488) gelabelten 
Sekundärantiköpern gefärbt. Ultradünnschnitte (5µm) aus Vollhautproben der selben 
Patienten wurden ebenfalls mit Antikörpern gegen CD207 (Langerin) unter Verwendung der 
automatisierten Roche®Ventana Technologie gefärbt. So konnte die Frequenz und die 
Morphologie der Langerhans Zellen mittels zweier Methoden unabhängig voneinander 
untersucht werden, um die Ergebnisse doppelt zu validieren. Die Zählung der Zellen erfolgte 
– sowohl auf sheets als auch auf Schnitten - mittels einer standardisierten Methode. 
In dieser Studie konnte gezeigt werden, dass – im Vergleich zu Vorhautproben von Knaben 
ohne Hypospadien – epidermale und dermale Langerhans Zellen bei Patienten mit 
Hypospadien in unveränderter Frequenz und Morphologie vorhanden sind. Dabei konnten 
wir weder beim Vergleich zwischen distalen und proximalen Hypospadieformen noch in 
Hinblick auf eine präoperative Androgenstimulation einen signifikanten Unterschied 
nachweisen.  
 14 
Langerhans Zellen in der Epidermis von Knaben ohne Penisfehlbildung, mit distalen 
Hypospadien und mit proximalen Hypospadien. Immunfluoreszenzfärbung mittels Anti-HLA-
DR und Anti-CD207 Antikörpern, IgG2 Isotypenkontrollen. Maßstableiste 60µm. 
Wenn auch eine funktionelle Evaluation nicht möglich ist (humane Proben), kann aufgrund 
der unveränderten Mikroanatomie davon ausgegangen werden, dass auch die Funktion der 
Langerhans Zellen in Hypospadiepatienten entsprechend ihrer Frequenz und ihrem 
Phänotyp normal und im Vergleich zu Buben und Männern ohne Fehlbildung des äußeren 
Genitale unverändert ist - wahrscheinlich auch in Hinblick auf HIV und HPV Infektionen.   
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Der Androgen Rezeptor im Epithel und in subepithelialen glatten Muskelzellen der 
Vorhaut von Knaben mit Hypospadien und Buried penis (Tack, Haid et al., J Ped Urol 
2019) 
 
Während der AR in frühen Phasen der Entwicklung des Genitaltuberkels und im Rahmen der 
Entwicklung der proximalen Harnröhre in erster Linie regulatorisch beteiligt ist, scheint er 
bei der Entwicklung der distalen Harnröhre und der Vorhaut im zweiten Trimester eine 
Schlüsselrolle zu spielen (Zheng, 2015; Favorito, 2012; van der Werff, 2000). In dieser Zeit 
der Embryonalentwicklung ist der AR auch im Epithel des sinus urogenitalis nachweisbar 
(Welsh, 2008). Zur physiologischen Entwicklung des äußeren männlichen Genitale ist 
weiterhin DHT (Dihydrotestosteron) als Ligand des AR sowie eine funktionierende 
Enzymkaskade notwendig – jede Malfunktion einer der grundlegenden Signalwege kann zur 
Ausprägung einer Hypospadie beitragen (van der Zanden, 2012). 
Bei Patienten mit Hypospadien und anderen Fehlbildungen des Penis finden sich häufig auch 
andere  Zeichen einer Untervirilisierung wie beispielsweise Kryptorchismus oder 
persistierende Müller-Gang Anteile, insbesondere der utriculus prostaticus, dessen 
Persistenz als zystische Raumforderung mit proximalen Hypospadien assoziiert ist (Hua, 
2018; Devine, 1980).  
Analog zu den Erläuterungen bezüglich der beiden anderen Projekte muss auch betreffend 
den AR davon ausgegangen werden, dass seine Expression in allen embryonalen 
Keimblättern entscheidend für die physiologische Entwicklung des Penis ist. Zudem wird der 
AR im Verlauf der Kindheit abhängig von der Testosteronproduktion in einem bimodalen 
Verlauf in genitalem Gewebe exprimiert: Ab der zweiten Lebenswoche kommt es im Rahmen 
der sogenannten „Mini-Pubertät“ zu einem Androgen Anstieg bei dem auch der AR vermehrt 
nachweisbar wird (Kuiri-Hänninen, 2014); danach ist bis zum Pubertätseintritt kein AR – und 
keine relevante Konzentration von Androgenen nachweisbar. Dementsprechend 
verschwinden nach abgeschlossener Mini-Pubertät auch die (fetalen) Leydig-Zellen, erst 
beim Eintritt in die Pubertät kommt es wieder zum Auftreten adulter Leydig-Zellen (Prince, 
2001). 
In den bisherigen Publikationen zur AR Expression bei Hypospadie Patienten konnte kein 
klarer Konsensus erreicht werden: in einigen fanden sich Unterschiede in der Expression, 
Transkription und Lokalisation im Vergleich zwischen Patienten mit einer Penisfehlbildung 
bzw. insbesondere mit Hypospadie und Kontrollen, in anderen nicht (Pichler, 2013; Silva, 
2013; Qiao, 2012; Vottero, 2011; Celayir, 2007; Bentvelsen, 1995).  Zusätzlich zur AR 
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Expression im Epithel wurde in unserer Studie auch die AR Expression in den glatten 
Muskelzellen der subkutanen tunica dartos untersucht – auch diese scheint in die 
Embryopathogenese der Hypospadie und anderer Penisfehlbildungen involviert zu sein 
(Spnoit, 2015). 
 
Analog zu den beiden anderen Studien wurden Vorhautbiopsien untersucht, die im Rahmen 
der Operationen entnommen wurden. Zur Analyse der AR-Expression im Epithel sowie im 
Dartosgewebe kam ebenso eine immunhistochemische Färbemethode zum Einsatz. Die 
besonders schwierig zu interpretierende Expression des AR machte eine in diesem Bereich 
neue Methodologie notwendig: angelehnt an die Rezeptoranalyse bei Mammakarzinom 
Präparaten wurde ein m-Quicks Score verwendet, der eine Quantifizierung sowohl der 
Färbeintensität als auch des Anteils der positiven Nuclei erlaubt. Diese Methode wurde in 
der immunhistochemischen Diagnostik des Mammakarzinoms erfolgreich gegen mehrere 
alternative Ansätze validiert (Detre, 1995).  Dies ist die unseres Wissens erste Anwendung 
dieses Scores außerhalb der Mammadiagnostik. Deswegen erfolgte eine Analyse durch zwei 
unabhängige Untersucher, die gegenüber der Diagnose verblindet waren und die Ermittlung 
einer interobserver Variabilität. 
 
Die Untersuchung erfolgte  an 197 Proben von Hypospadie Patienten und 33 Proben von 
Buben, die aufgrund eines Buried Penis operiert wurden. Es zeigte sich eine niedrige 
interobserver Variabilität bezüglich der Scores zwischen den beiden Untersuchern. Die 
Auswertung erfolgte gemäß der Studienhypothese unter der Annahme einer 
altersabhängigen Expression nach Altersgruppen. Entsprechend der üblichen 
Indikationsstellung waren in der Altersgruppe <6 Monaten nicht ausreichend viele Patienten 
für eine statistische Analyse vorhanden. In allen anderen Altersgruppen >6 Monaten wurden 
keine statistisch signifikanten Unterschiede bezüglich der m-Quick Scores betreffend die 
epitheliale AR Expression und die AR Expression in den glatten Muskelzellen der Tunica 
Dartos festgestellt. Dies galt sowohl für die Patienten mit einer Hypospadie als auch für die 
mit Buried Penis. Auch der Vergleich zwischen proximalen und distalen Hypospadien 
erbrachte keinen Hinweis auf einen signifikanten Unterschied.  
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Immunhistochemische Färbung des AR in glatten Muskelzellen des Subkutangewebes der 
Vorhaut von Knaben mit Hypospadien: A keine AR Färbung in den Kernen der glatten 
Muskelzellen (m-Quicks = 0) B AR Färbung in >50% der Kerne der glatten Muskelzellen mit 
hoher Intensität (m-Quicks = 6) 
 
Die Untersuchung der m-Quick Scores zeigte sowohl in den glatten Muskelzellen der tunica 
dartos als auch in der Epidermis eine klare bimodale, altersabhängige Verteilung: während 
des ersten Lebensjahres war ein Intensitätsgipfel feststellbar, danach eine Abnahme der 
Expression, die erst wieder im Pubertätsalter anstieg und dann oft stark ausgeprägt 
vorhanden war. Bei etwas eingeschränkter Aussagekraft aufgrund der nicht für alle 
Patienten verfügbaren Daten konnten wir keine Unterschiede in der AR Expression abhängig 
von einer zusätzlichen Hodenfehllage oder bei Knaben mit geringem Geburtsgewicht bzw. 
verminderter Länge (SGA) feststellen.  
 
In dieser Studie konnte die Frage nach der AR Expression bei Patienten mit Fehlbildungen 
des Penis um ein weiteres, wesentliches Stück geklärt werden: Das Fehlen eines 
Unterschieds zwischen Kontrollen und Kindern mit Hypospadien oder buried Penis weist 
darauf hin, dass der AR – als Transkriptionsfaktor – bei den meisten Knaben abhängiger Teil 
eines großen Signalwegenetzwerkes ist. Seine unbestreitbare Rolle bei der Entstehung von 
Hypospadien scheint auch von assoziierten Faktoren abhängig zu sein. Weiterhin konnte in 
dieser Studie die Anwendbarkeit des m-Quick Scores dargestellt werden. Durch die hohe 
Zahl an Patienten und die dadurch mögliche Korrektur unserer Ergebnisse für das variable 
Alter der eingeschlossenen Kinder können die diskrepanten Befunde der Vorstudien 
zumindest teilweise erklärt werden.  
A B 
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Zusammenfassung 
 
In den drei hier zusammengefassten Arbeiten wurde die Physiologie und Pathophysiologie 
der Vorhaut bei Kindern mit Hypospadien – und die AR Expression auch bei Kindern mit 
buried Penis – in Bezug auf drei Aspekte untersucht: 
 
- Erstmals in humanem Gewebe erfolgte der Nachweis von möglichen 
Folgeerscheinungen embryonaler Ereignisse betreffend die Haut als ektodermal 
abstammendes Gewebe: Es konnten aberrante Expressionsmuster von FGF - und 
damit eines der wesentlichsten Signalwege in der Embryopathogenese der 
Hypospadie – nachgewiesen werden.  
 
- Außerdem erfolgte erstmalig eine Untersuchung der Langerhans Zellen in Hinblick 
auf die Immunologie der Haut – hier konnte kein Unterschied zwischen Patienten mit 
und ohne Hypospadie nachgewiesen werden. 
 
- Drittens erfolgte eine Analyse der Expression des AR im Epithel und – erstmals - auch 
in glatten Muskelzellen der Tunica dartos. Mittels einer in dieser Fragestellung neuen 
Methode konnte in einer im Vergleich zur bisher publizierten Literatur großen 
Gruppe von Patienten kein eindeutiger Einfluss der Ausprägung einer Hypospadie auf 
die bimodale, altersabhängige Expression gezeigt werden. 
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Ausblick und Perspektive  
 
Die wohl wesentlichste Konsequenz aus diesen grundlagenwissenschaftlichen Erkenntnissen 
sollte eine konsequente Weiterentwicklung in Hinblick auf klinisch relevante Endpunkte sein:  
- Betreffend die hier beschriebene, alterierte Expression von FGF wäre eine 
Untersuchung im Tiermodell (es existiert ein murines FGF10 knock-out Modell für 
Hypospadien) denkbar. Damit könnten mögliche Implikationen bezüglich der 
Wundheilung untersucht werden und in weiterer Folge auch mögliche Effekte 
(neo)adjuvanter Hormontherapie auf den FGF Haushalt und die Wundheilung 
(Gredler, 2015).  
- Eine weitere, relevante mögliche Anwendung wäre der Versuch FGF topisch adjuvant 
bei Patienten mit einem hohen Risiko für Wundheilungsstörungen einzusetzen. Dies 
wurde bereits bei Verbrennungspatienten und Patienten mit chronischen Ulcera  
erfolgreich unter Verwendung von rekombinantem FGF10  durchgeführt (Plichta, 
2012). 
- Die hier vorgestellten Daten implizieren in Hinblick auf die Funktion von  Langerhans 
Zellen unter anderem zwar eine vergleichbare Suszeptibilität gegenüber HIV und HPV 
Infektionen. Der Stellenwert der Immunologie bei Individuen mit angeborenen 
Fehlbildungen des äußeren Genitale ist, was die Übertragung dieser 
Infektionskrankheiten betrifft aber in anderen Bereichen noch wenig untersucht: hier 
könnten PCR Untersuchungen bezüglich HPV in der Vorhaut erwachsener Patienten 
mit und ohne Hypospadie weitere klinisch relevante Erkenntnisse liefern. 
- Die Befunde aus der Analyse der AR-Expression legen nahe, dass sich die  AR-
Synthese durch die externe Anwendung von Dihydrotestosteron bzw. eine i.m. 
Testosteron Behandlung induzieren lässt. Während es Daten zur präoperativen 
hormonellen Therapie im Rahmen der Hypospadiechirurgie gibt, wurde noch nicht 
untersucht, in welchem Ausmaß eine Reinduktion des AR Rezeptors basierend auf 
unterschiedlichen genetischen Voraussetzungen (e.g. FGF?) erfolgt. 
Tierexperimentelle Daten deuten auf einen ausgeprägt proinflammatorischen Effekt 
einer Testosteronanwendung hin  mit der Folge einer prolongierten Wundheilung 
(Hofer, 2015). Die klinische Beobachtung, dass insbesondere bei proximalen 
Hypospadien die neoadjuvante Androgentherapie oft nur wenig Effekt hat bzw. 
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höhere Dosen benötigt werden um einen entsprechenden Effekt zu erzielen, könnte 
durch eine ausprägungsabhängige Unterschiedlichkeit in der Stimulierbarkeit der AR 
Expression bedingt sein (Snodgras, 2014).  
Überdies legen die in unserer Untersuchung erhobenen Daten einen Einfluss des 
Geburtsgewichtes auf die hormonellen Regulationsmechanismen bei der Hypospadie 
nahe. Wie weit dies, insbesondere in Abhängigkeit vom Schweregrad der Hypospadie 
und Geburtsgewicht,  ein Prädiktor für postoperative Komplikationen sein könnte  ist 
derzeit noch unklar. 
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Abkürzungsverzeichnis 
 
AR    Androgenrezeptor 
BMP   bone morphogenetic protein 
cDNA    komplementäre Desoxyribonukleinsäure 
CD   cluster of differentiation 
DC-SIGN  dendritic-cell specific intercellular adhesion molecule 3 grabbing non-
integrin 
DHT   Dihydrotestosteron 
ER    Östrogenrezeptor 
FGF    Fibroblasten-Wachstumsfaktor 
FGFR2    Fibroblasten-Wachstumsfaktor Rezeptor 2 
GW    Gestationswoche 
GLI   glioma associated oncogene 
HIV    Humanes Immundefizienz Virus 
HLA    Humanes Leukozyten Antigen 
HPV    Humanes Papillom Virus 
HOX   homeobox 
Ig   Immunglobulin 
mRNA    messenger Ribonukleinsäure 
PCR    Polymerase Kettenreaktion 
rtPCR   reverse transkriptase Polymerase Kettenreaktion 
SF1   splicing factor 1 
SGA   small for gestational age 
SHH    Sonic Hedgehog 
Wnt   Wingless Int-1 Signaltransduktionskaskade 
WT1   Wilms Tumor 1   
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